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略語 
IL-31 interleukin 31 
AD atopic dermatitis 
QOL quality of life 
IL-31RA IL-31 receptor A 
OSMR oncostatin M receptor 




NAL naloxone hydrochloride 
NS not significant 
LLS long-lasting scratching  








































































































用した。設定照明時間が 12時間（午前 7時～午後 7時）、設定温度が 20-26℃、設定湿
度が 35-75％の飼育環境でマウスを飼育した。固形飼料および飲水は自由接種とした。 
 
1-2-2. マウス IL-31の調製 
マウス IL-31を安定発現させた chinese hamster ovary (CHO)細胞株を作製した。
その培養上清を用いて、hydroxyapatite column、Q-sepharose/FF anion-exchange 





1-2-3. 抗マウス IL-31RAモノクローナル抗体、BM095の創製 
ヒト抗体ファージライブラリーから、先述の IL-31レセプター発現 Ba/F3トランス
フェクタントの増殖を指標に、マウス IL-31RAの機能を阻害する single chain Fv抗体
の発現クローンを得た。この抗体の heavy chain および light chainをそれぞれマウス
IgG2a、マウス鎖の定常領域と連結したキメラ抗体を発現する発現ベクターを構築
し、CHO細胞株にトランスフェクションして、BM095を恒常的に発現する細胞株を






精製した BM095の中和活性の評価は、先述の IL-31レセプター発現 Ba/F3トラン
スフェクタントの IL-31依存性増殖を指標に行った。6×103/wellの細胞と 2 ng/mLの
マウス IL-31、各濃度の BM095を 96 well plateに播種して 2日間培養後、細胞の増殖








システム(Micro Act, Neuroscience)を用いて行った[47, 48]。解析条件は、Threshold: 










IL-31の持続投与には、osmotic pump (Alzet, model 2001)を用いた。IL-31は 0, 
0.1, 1, 10 g/24 L/day投与となるよう 0.1％BSA含有 PBSを用いて調製した。調製
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した IL-31を osmotic pumpに充填し、吸入麻酔下外科的にマウス背部皮下に埋め込ん




Dexamethasone, terfenadine, naloxone hydrochlorideは Sigma-Aldrichより購入
した。Tacrolimus (Prograf®)は Astellas Pharmaより購入した。Dexamethasone, 
tacrolimus, terfenadineの溶媒は、5％の polyoxyethylene sorbitan monooleateを用
い、naloxoneの溶媒には生理食塩水を、BM095の溶媒には PBSを用いた。 
各種薬剤は、IL-31を静脈内投与する 1時間前に投与した。Dexamethasone, 
tacrolimus, terfenadineは腹腔内にそれぞれ 3 mg/kg, 0.1 mg/kg, 30 mg/kgの用量で投





ロール抗体(mouse IgG against keyhole limpet haemocyanin)を投与した。 
 
1-2-8. 統計 









Osmotic pumpを用いて、IL-31を 0, 0.1, 1, 10 g/dayで持続投与し、MicroAct掻
痒測定装置により経時的に掻痒行動を測定した。その結果、IL-31投与量依存的な掻痒
行動の増加が認められ、投与 1日目より有意な掻痒行動の増加が検出可能であった
















Figure 1 IL-31持続投与による掻痒行動の誘発 
Osmotic pumpを用いて、IL-31を 0, 0.1, 1, 10 g/dayで 14日間持続投与
した。各測定ポイントにおける 12時間累計の掻痒回数を示した（(A) Day 29
までの経時変化、(B) Day 1）。(A)図のポイントおよび(B)図のカラムは 3匹の



































































































Figure 2 IL-31誘発掻痒の投与ルートによる違い 










































































































1-3-3. IL-31レセプター中和抗体による IL-31反応の抑制 
創製した IL-31レセプター中和抗体、BM095の活性を、マウス IL-31RAとマウス
OSMRを強制発現させた Ba/F3トランスフェクタントのマウス IL-31依存性増殖を指
標に検討した。2 ng/mLの IL-31によるトランスフェクタントの細胞増殖を BM095は
濃度依存的に阻害し、500 ng/mLでほぼ完全に抑制した(Figure 3)。 






Figure 3 IL-31レセプター中和抗体による IL-31依存性細胞増殖の阻害 
IL-31レセプター中和抗体、BM095の中和活性をマウス IL-31RAとマウ
ス OSMRを発現させた Ba/F3トランスフェクタントの細胞増殖を指標に評価





















Figure 4 IL-31レセプター中和抗体による IL-31誘発掻痒の抑制 
IL-31 (10 g, i.v.)投与の 1時間前に、BM095 (350 (A) or 300 (B) mg/kg)ま
たは vehicle (A)、コントロール抗体(300 mg/kg) (B)を静脈内に投与した。IL-
31投与直後から 12時間の掻痒回数を測定し、1時間ごとの解析結果を示し
た。図のポイントは 7-8匹のマウスの掻痒回数の平均値±標準誤差を示す。
*p<0.5, **p<0.01, ***p<0.001 versus the vehicle group (A) or the control 





































































1-3-4. 既存薬による IL-31誘発掻痒への影響 
抗ヒスタミン剤である terfenadine を IL-31投与の 1時間前に腹腔内投与したとこ
ろ、terfenadineは IL-31誘発の掻痒行動を抑制しなかった(Figure 5)。従って、ヒス
タミンは IL-31により誘発される掻痒には関与しないと考えられた。同様に、





Figure 5 IL-31誘発掻痒に対する抗ヒスタミン剤並びに dexamethasone、
tacrolimus、-opioid receptor antagonistの影響 
Terfenadine (TER) (30 mg/kg, i.p.)または dexamethasone (DEX) (3 mg/kg, 
i.p.)、tacrolimus (TAC) (0.1 mg/kg, i.p.)、naloxone (NAL) (10 mg/kg, s.c.)、そ
れぞれの薬剤の溶媒を IL-31投与の 1時間前に投与した。IL-31投与直後から
12 時間の掻痒回数を測定し、12 時間のトータルカウントで示した。図のカラ
ムは 7-8 匹のマウスの掻痒回数の平均値±標準誤差を示す。**p<0.01, 











































能性がある。実際、2014年の報告で、神経においては IL-31RAが transient receptor 
potential cation channel vanilloid subtype 1と共発現しており、培養した１次感覚神
経において Ca2+の放出や extracellular signal-regulated kinase 1/2のリン酸化を IL-
31が誘発することが示されている[52]。しかしながら、IL-31により誘発される掻痒行
動のピークは投与後数時間であったこと、コンベンショナル環境下で AD様の病態を自
然発症することが知られる NC/Ngaマウスにおいて 1.5秒以上続く long-lasting 































































2-2-3. HaCaT細胞の IL-31RA発現解析 
ヒト表皮角化細胞株 HaCaT細胞は Dr. Norbert Fusenigより供与いただいた。
HaCaT細胞は 10% FBS含有 DMEM (Invitrogen)培地を用い、播種した翌日に 0また
は 100 ng/mLの recombinant human IFN- (hIFN-) (Peprotech)を含む FBSフリー
培地に交換して一夜培養した後、RNeasy Mini Kit (Qiagen) を用いて細胞を溶解し、
RNAを精製した。SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Invitrogen)を用いて RNA
から cDNAを合成後、Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG with ROX 
(Invitrogen)と TaqMan Gene Expression Assays, IL-31RA probe (Applied 
Biosystems, Hs00371172_m1)または TaqMan Gene Expression Assays, GAPDH 
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probe (Applied Biosystems, Hs99999905_m1) を用いて IL-31RAおよび GAPDH測定
用にそれぞれ反応液を調製した。ABI Prism 7900HTにより、50°Cで 2分、95°Cで 2




2-2-4. IL-31による HaCaT細胞のアポトーシス誘導 
ルミヌンクプレート(96–well flat bottom plate, Thermo Fisher Scientific)に、
1×104 cells/wellで HaCaT細胞を播種し、CO2インキュベーターに静置した。翌日、
FBSフリーの培地に交換し、更に一夜培養した後、0–100 ng/mLの hIFN-と0–500 
ng/mLの human IL-31 (hIL-31) (R&D systems)を含む FBSフリーの培地に交換し、
CO2インキュベーターに静置した。4日間培養後、CellTiter-Blue Cell Viability Assay 
(Promega)または CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega)を用いて
蛍光または発光強度を測定し、cell viabilityの指標とした。また、Caspase-Glo 3/7 
Assay (Promega)を用いて発光強度を測定し、caspase 3/7活性とした。Caspase-Glo 
3/7 Assayを用いて得られた発光強度を CellTiter-Blue Cell Viability Assayまたは
CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assayを用いて得られた蛍光又は発光強度で












Figure 6 IL-31投与により誘発された脱毛 

























Figure 7 IL-31投与マウスの皮膚の組織学的解析 


























































2-3-3. IL-31によるケラチノサイトの caspase 3/7活性の誘導 
ケラチノサイト細胞株 HaCaT細胞を 100 ng/mLの hIFN-で一夜刺激することによ
り、IL-31RAの発現が誘導された(Figure 9)。 
また、HaCaT細胞を hIFN-存在下 4日間培養することにより、caspase 3/7活性が
誘導された(Figure 10A)。さらに hIL-31は、hIFN-と共刺激することにより、








Figure 9 HaCaT細胞における IL-31RA mRNAの発現 









































Figure 10 IL-31による HaCaT細胞の caspase 3/7活性の誘導 
0-100 ng/mL (A)または 100 ng/mL (B)の hIFN-共存下、hIL-31により
HaCaT細胞を 4日間刺激した。(A)図カラムは無刺激の caspase 3/7活性を 1



































































































































た。マウスは設定照明時間が 12時間（午前 7時～午後 7時）、設定温度が 20-26℃、設
定湿度が 35-75％の飼育環境で飼育した。固形飼料および飲水は自由摂取とした。 
 
3-2-2. 急性の接触性皮膚炎モデルにおける IL-31レセプター中和抗体の評価 
50 Lの 7％塩化ピクリル（ナカライ）溶液（エタノール／アセトン；3：1 v/v）を
マウスの毛刈りした腹部皮膚に塗布した。感作 5日後に、20 Lの 1％塩化ピクリル溶
液（アセトン／オリーブオイル；1：4 v/v）を片方の耳に塗布して誘発した。IL-31レ
セプター中和抗体である BM095（1-2-3.参照）は感作、誘発のそれぞれ 1日前に 10 










的には、20 L の 0.5％塩化ピクリル溶液（アセトン／オリーブオイル；1：4 v/v）を
右耳に塗って感作し、その 8日後(Day 0)から 20 Lの 0.25％塩化ピクリル溶液（アセ





Day 20より、10 mg/kgの BM095を週 1回、腹腔内に投与した。病態コントロール群
には、Day -9より溶媒を週 1回、腹腔内に投与した。 
BM095の皮膚炎に対する効果は、耳の厚さと皮膚炎スコアにより評価した。耳の厚
さは、キャリブレートされた dial thickness gaugeを用いて、右耳の厚さを塩化ピクリ
ル塗布前に経時的に測定した。皮膚炎のスコアは、出血（0；なし、1；あり）、乾燥・
痂疲形成（0；なしまたは軽微、1；中等度または重度）、腫脹（0；<0.6 mm、1；
≧0.6 mm）の 3項目により、塩化ピクリル塗布前に評価した。加えて、Day 42におけ
る痂疲形成の程度を、－；なし、+；軽微、++；中等度、+++；重度、の 4グレードで
スコア化して評価した。Day 44に、塩化ピクリル塗布 4時間後に麻酔下腹部大動脈よ






統計学的解析には SAS version 8.02（SAS前臨床パッケージ）を使用した。耳の腫
脹および血清イムノグロブリン（IgE, IgG1, IgG2b）レベルにおける BM095の効果の







3-3-1. 急性の接触性皮膚炎モデルにおける IL-31レセプター中和抗体の効果 
塩化ピクリル感作後、再び塩化ピクリルを塗布して誘導することにより、誘導のみを
行った陰性対照群 (Negative control)と比較して、耳の腫脹が認められた (Positive 
control) (Figure 11)。BM095は、塩化ピクリルによる感作・誘発のそれぞれ 1日前に 10 
mg/kgを投与したが、誘発後 24時間および 48時間でみられる耳の腫脹に BM095は効
果を示さなかった。 
 













































減された(Figure 12A, 12B)。また、Day 42における痂疲形成の程度を 4グレードで評
価したところ、BM095投与群では、病態コントロール群に比べて有意に病態が軽減した























































































































Figure 13 慢性の ADモデルにおける IL-31レセプター中和抗体の効果（2） 
Day 42における痂疲形成の程度を、－；なし、+；軽微、++；中等度、
+++；重度、の 4グレードでスコア化して評価した。写真は、それぞれのグレ





+++ 2 1 0
++ 7 2 2
+ 2 8 5













































IgE (g/mL) 10.8 ± 2.2 9.2 ± 1.9
IgG1 (mg/mL) 5.5 ± 1.1 3.4 ± 0.4




























部への炎症性細胞浸潤や血中の IgE, IgG1, IgG2bレベルでは、IL-31レセプター中和
抗体投与による有意な変化が認められなかった。また、持続的な掻痒を伴う NC/Nga
マウスの自然発症モデルでは IL-31 mRNA発現の増加がみられるが、持続的掻痒を伴
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